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論文内容の要旨
【背景】
　アレルゲン特異的ヘルパーT細胞はアレルギー性炎症に重要な役割を果たしているが、
ヒトのアレルゲン特異的T細胞の解析には多くの困難を伴う。また、制御性T細胞のマス
ター遺伝子であるforkhead box p3（Foxp3）はエフェクターT細胞内にも発現することが知
られているが、その役割は明らかにされていない。
【目的】
　活性化マーカーCD154を用い、特にFoxp3の発現に注目して、牛乳アレルギー児におけ
るアレルゲン特異的ヘルパーT細胞の関与を明らかにする。
【対象】
　藤田保健衛生大学病院小児科とその関連病院を受診した1歳～15歳までの牛乳アレルギー
児21人と非牛乳アレルギー児11人を対象に調査した。
【方法】
　被験者の末梢単核球をミルク抗原で6時間刺激した後、活性化マーカーCD154と細胞質内
サイトカイン（IL-4, IL-5, IL-10, IFN-γ）、核内転写因子Foxp3を蛍光標識し、multicolor flow 
cytometry（Gallios）で解析した。細胞の蛍光イメージングには共焦点レーザー顕微鏡（Zeiss 
LSM 710）を用いた。
【結果】
　牛乳アレルギー群ではコントロール群に比し、有意にIL-4, IL-5, IL-10産生CD154陽性
CD4陽性T細胞が多く、CD154陽性IL-4産生細胞数は牛乳特異的IgE値と有意な相関がみら
れた。また、CD154陽性Foxp3陽性細胞もコントロール群に比し有意に増加しており、CD154
陽性IL-4産生細胞数と正の相関関係を認めた。さらに、CD154陽性IL-4陽性Foxp3陽性ヘル
パーT細胞内のBcl-2発現はCD4陽性細胞全体に比し低下していた。
【考察】
　免疫グロブリンのIgEへのクラススイッチに不可欠なサイトカインであるIL-4の産生細胞
数と牛乳特異的IgE値とが正の相関を示したことから、本法によりアレルゲン特異的2型ヘ
ルパーT細胞（Th2）を検出し得ていることが示唆された。牛乳アレルギー群ではコントロー
ル群に比し、IL-4産生及びIL-5産生CD4陽性細胞が有意に増加しており、牛乳アレルギー発
症におけるこれらTh2細胞の重要性が確認された。また、牛乳アレルギー患者にもIFN-γ
産生細胞（Th1細胞）を認めることがあったが、Th2/Th1比はアレルギー患者で増加してお
り、アレルギーの発症におけるTh2/Th1比の重要性が示唆された。予想に反して抑制性サ
イトカインであるIL-10を産生するアレルゲン特異的T細胞数も、コントロール群に比し、
アレルギー群で増加していた。これらの細胞は、頻度も低く、我々の系では有効にIL-10産
生制御性T細胞を検出し得ていない可能性が考えられた。内在性Foxp3陽性Treg細胞は、
両群で差が認められず、アレルギー発症への関与は否定的であった。興味深いことに、ア
レルゲン特異的IL-4産生Th2細胞に、Foxp3が共発現する傾向を認めた。Foxp3陽性IL-4産
生Th2細胞中のBcl-2の発現量は低下傾向にあり、Foxp3がエフェクターT細胞の最終分化
におけるアポトーシスの誘導に関与している可能性が示唆された。
【結語】
　活性化マーカーCD154と細胞質内サイトカイン、核内転写因子Foxp3のmulticolor flow 
cytometryを用いた測定法により、簡便にアレルゲン特異的T細胞を解析し得た。牛乳アレ
ルギー児で増加するアレルゲン特異的IL-4産生細胞は、Foxp3を共発現しており、Foxp3が
これらアレルゲン特異的Th2細胞の分化や生存の制御に関係している可能性が示された。
論文審査結果の要旨
　本論文では、牛乳アレルギー児21人と非牛乳アレルギー児11人を対象として、CD4陽性
ヘルパーT細胞の活性化マーカーCD154 を指標に、マルチカラーフローサイトメトリーを
用いて牛乳アレルゲン特異的ヘルパーT細胞を解析した。牛乳アレルギーの病態形成にア
レルゲン特異的T細胞の果たす役割は大きく、その解析が病態の理解、診断・治療法の開
発に重要であるにもかかわらず、これまで簡便な解析法は知られていなかったが、今回、
アレルゲン刺激後の短時間培養により出現するCD154陽性T細胞として同定することがで
きた。その結果、牛乳アレルギー群ではコントロール群に比し、有意にIL-4/IL-5陽性
CD154陽性CD4陽性T細胞が多く、また、CD154陽性IL-4産生細胞数は牛乳特異的IgE値と
有意な相関がみられるなど、牛乳アレルギー発症における牛乳アレルゲン特異的2型ヘル
パ （ーTh2）細胞の重要性が確認された。さらに、制御性T細胞（Treg）のマスター遺伝子と
されるFoxp3の発現についての検討結果からは、牛乳アレルゲン特異的CD154陽性Foxp3
陽性CD4陽性T細胞は、牛乳アレルギー患者で増加するIL-4陽性のTh2細胞であることが明
らかになった。この細胞群では、アポトーシスの負の制御因子であるBcl-2発現が低下して
いることから、Foxp3がTh2細胞の最終分化におけるアポトーシスの誘導に関与している
可能性も示唆された。以上より、本論文の結果は、アレルギー発症のみならず、免疫系の
制御機構の理解にも役立つと考えられ、学位論文として十分な内容を有すると評価した。
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